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摘要 R2R3-MYB 类 转录 因子 参与 调控 植物 初生 和 次 生 代 谢 。 本 研究 从 中 间 锦 鸡 儿 Caragana intermedia) 
干旱 转录 组 数据 库 中 搜索 并 克隆 了 一 个 R2R3-MYB 基因 , 命名 为 CIMYBI5 (GenBank 登录 号 MH678649); 
各 CiMYB15 基因 编码 区 转 入 野生 型 拟 南 芥 中 ， 利 用 分 光 光 度 法 测定 了 野生 型 和 转基因 拟 南 芥 中 总 黄酮 含 
量 ， 并 用 qRT-PCR 检测 了 转基因 植物 中 ArCHS 基因 的 表达 情况 。 同 时 采用 染色 体 步 移 法 克隆 了 CIMYBIS 
基因 的 启动 子 序列 。 结 果 表 明 : (1) CiMYB15 基因 gDNA 长 度 为 1960 bp， 包 含 三 个 外 显 子 C134. 131 和 
521 bp) 和 两 个 内 含 子 (281 和 893 bp); 开放 阅读 框 长 度 为 786 bp, 编码 262 个 氨基 酸 。(2) 克隆 得 到 1580 
bp 的 启动 子 序 列 ， 序 列 中 主要 包含 损伤 诱导 元 件 G-box 和 了 -box、 盐 诱导 作用 元 件 GT1-motif、 参 与 干旱 
诱导 的 反应 元 件 MBS， 以 及 真菌 侵害 应 答 元 件 BOX-W1、 植 物 -病原 菌 互 作 元 件 EIER; 此 外 ， 还 包含 调节 
黄酮 合成 基因 的 MYB 转录 因子 的 结合 位 点 。(3) CIMYBIS 基因 的 表达 受到 紫外 胁迫 的 诱导 。(4) CIMYBIS 
基因 过 表达 株 系 的 总 黄酮 含量 高 于 野生 型 。(5) 过 表达 植物 中 41CHS 基因 的 表达 量 亦 高 于 野生 型 。 以 上 结 
果 说 明 ，CiMYB15 基因 正 调 控 拟 南 芥 黄 酮 代谢 。 

关键 词 中 间 锦 鸡 儿 总 黄酮 CIMYBIS 基因 启动 子 查 尔 酮 合 酶 基因 
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Abstract R2R3-MY B transcription factors regulate primary and secondary metabolism in plants. A R2R3-MYB 
encoding sequence, characterized and cloned from drought treated transcriptome of Caragana intermedia, was 
named as CiMYBI5. The gene was transferred into Arabidopsis thaliana, and the total flavonoids contents of 
transgenic lines and wild type were measured by spectrophotometric method, and the expression of AtCHS in 
transgenic plants was analyzed by qRT-PCR. A 1580bp fragment of CiMYB/5 promoter was isolated by genome 
walking. The results revealed that: (1) the length of CIMYBI5 gDNA was 1960bp, it's consisted of three exons 
(134, 131 and 521 bp) and two introns (281 and 893 bp). The open reading frame (ORF) encodes a polypeptide of 
262 amino acids. (2)The main cis-elements of CIMYB15 promoter include abiotic stress responded elements 
(G-box, P-box, GT1-motif and MBS), biotic stress responded elements (BOX-W1 and EIER), and MYB binding 
sites of flavonoids synthase regulatory genes. (3) The expression of CiMYB15 was induced by UV-B. (4) Total 
flavonoids contents of CIMYB15 overexpression plants were higher than that of wild type Arabidopsis. (5) 
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Furthermore, the expression level of AtCHS was increased in transgenic Arabidopsis. In brief, CIMYBI5 
positively regulated the flavonoids metabolism. 
Key words: Caragana intermedia, Total flavonoids, CIMYB15, Promoter, Chalcone synthase (CHS) 

MYB 家 族 是 植物 中 一 个 重要 的 转录 因子 家 族 ， 因 其 编码 的 蛋白质 含有 一 个 或 多 个 由 51 
或 52 个 氨基 酸 组 成 的 MYB 结构 域 而 得 名 .MYB 类 转录 因子 一 般 根 据 其 MYB 结构 域 重 复数 
目 不 同 被 分 为 四 类 : 1R-MYB /MYB-related、R2R3-MYB 、R1IR2R3-MYB 以 及 4R-MYBUI, 
RIR2R3-MYB 类 基因 通常 在 动物 中 探索 更 多 ， 而 R2R3-MYB 类 基因 则 在 植物 中 被 广泛 研究 忽 。 
MYB 基 因 保守 结构 域 通常 具有 螺旋 -螺旋 -转角 -螺旋 的 结构 ， 第 二 和 第 三 个 螺旋 所 组 成 的 螺旋 
-转角 -螺旋 CTH) 空间 结构 是 一 个 可 以 结合 和 稳定 DNA 的 玻 水 核心 ， 其 中 均匀 分 布 的 三 个 
色 氢 酸 残 基 发 挥 着 主要 作用 B.4。 在 R2R3-MYB 类 转录 因子 中 ，R3 结构 域 中 的 第 一 个 色 氨 酸 
有 时 会 被 同 是 芳香 族 氨 基 酸 的 茶 丙 氨 酸 (F)， KEZAR (LD, FRAR CD RK PERL 
FER AT ENG). E C 端 和 保守 的 DNA 结合 结构 域 之 间 存 在 一 个 转录 激活 功能 域 , 一 般 由 大 量 
酸性 氨基 酸 组 成 。 此 外 ， 还 有 一 个 不 完全 界定 的 负 调 节 域 中 。 

第 一 个 被 发 现 的 v-MYB 是 在 禽类 成 钥 细胞 白血病 病毒 (avian myeloblastosis virus) St 
隆 得 到 ， 包 含 三 个 MYB 结构 域 申 。 随 后 ， 越 来 越 多 的 v-MYB 的 同 源 基因 相继 在 其 他 动物 ， 
以 及 植物 、 菌 类 中 被 分 离 出 来 。 目前， 多 种 植物 R2R3-MYB 基因 家 族 被 挖 气 ， 而 且 成 员 众 多 ， 
如 拟 南 芥 中 有 125 ^8, KE (Glycine max) 中 有 244 个 中 ， 水 稳 (Oryza sativa) 中 有 109 
ANB, ER (Populus trichocarpa) 中 有 192 个 四。R2R3-MYB 和 蛋白 C 端 非 保守 结构 域 氨 
基 酸 高 度 多 样 化 的 特点 , 决定 了 同 种 植物 不 同 的 MYB 转录 因子 或 者 同 源 MYB 转录 因子 在 不 
同 种 植物 中 的 功能 不 尽 相 同 。 数量 众多 的 R2R3-MYB 转录 因子 广泛 地 参与 了 植物 生长 发 育 的 
调控 、 初 生 与 次 生物 质 代 谢 、 非 生物 胁迫 及 生物 胁迫 的 应 答 过 程 赔 。 根 据 C 端 非 保 守 区 氨基 
酸 的 不 同 ， 拟 南 芥 R2R3-MYB 转录 因子 家 族 被 分 为 22 个 亚 组 ， 亚 组 内 各 成 员 功 能 通常 比较 
FAA), 

黄酮 类 化 合 物 (flavonoids) 广泛 存在 于 植物 中 , 是 一 类 低 分 子 量 的 多 酚 类 次 级 代谢 产物 ， 
对 于 植物 抗 病虫害 、 抵 抗 非 生物 胁迫 、 开 花 结果 及 种 子 等 器 官 着 色 具 有 重要 意义 nH。 黄酮 类 
化 合 物 主要 包括 黄酮 醇 (flavonols)、 异 黄酮 〈isoflavonoids)、 浓 缩 单 宁 (condensed tannins) 
REHA (anthocyanins) 等 等 ， 已 有 9000 多 种 黄酮 类 化 合 物 被 发 现 鉴定 4。 黄酮 类 化 合 物 
的 生物 合成 具有 特定 的 时 空 特性 ， 影 响 黄酮 类 化 合 物 生成 途径 的 主要 基因 有 两 类 ， 即 结构 基 
因 和 调节 基因 。 其中, 结构 基因 主要 包括 茶 丙 氨 酸 解 氨 酶 基因 Cphenylalanine ammonia lyase ， 
P4L)、 肉 桂 酸 4- 羟基 化 酶 基因 (innamate 4-hydroxylase, C4H). FERAN A 连接 酶 基因 

(4-hydroxycinnamoyl-CoA ligase ，4CL)、 查 尔 酮 合 酶 基因 (chalcone synthase，CHS)、 查 尔 

酮 异 构 酶 基因 (chalcone isomerase, CHI) 等 ，CHS 是 黄酮 合成 通路 上 一 个 关键 限 速 酶 [2]。 
起 到 调节 作用 的 主要 是 由 bHLH、MYB 和 WD40 蛋白 所 组 成 的 MBW 三 联 体 03, 41, MYB ££ 
录 因 子 主要 通过 和 黄酮 合成 通路 上 一 些 关 键 酶 基因 启动 子 的 顺 式 作用 元 件 相 结合 ， 启 动 或 抑 
制 某 些 基因 的 表达 从 而 调控 黄酮 类 化 合 物 的 合成 已 有 的 启动 子 结合 凝 胶 阻 滞 实 验 分 析 表 明 ， 
大 多 数 参与 葵 丙 烷 途 径 的 催化 酶 基因 启动 子 区 都 具有 AC 富 集 基 序 ,而 许多 R2R3-MYB 转录 
因子 能 特异 性 识别 并 结合 到 AC 富 集 区 域 ， 激 活 这些 基 因 的 表达 105171。 拟 南 芥 R2R3-MYB 第 
7 亚 组 的 AtMYB11 、AtMYB12 和 AtMYB111 通过 与 黄酮 合成 通路 中 的 CHS. CHI, 3 Bio 
-3- 羟 化 酶 Cflavanone-3-hydroxylase, F3H) 以 及 黄酮 醇 合 成 酶 (flavonol synthase, FLS) 基 
因 相 结合 ， 完 成 对 黄酮 醇 代 谢 的 调控 ; mybll myb12 myblli 三 突变 体 由 于 第 7 亚 组 MYB 基因 
的 缺失 导致 其 植株 体内 不 能 完成 黄酮 的 积累 ， 但 是 花 青 素 的 合成 不 受 影响 中。AcMYB1 基因 
是 在 洋 和 葡 (Allium cepa L.) 黄酮 代谢 通路 侧 支 上 分 离 得 到 的 一 个 R2R3-MYB 基因 ， 了 瞬时 过 表 


达 以 及 RNAi 实验 结果 表明 ACMYBI 基因 正 调控 洋 菊花 青 素 的 合成 中 ,MsMYB12 和 MsMYB22 
基因 在 红 富 士 苹果 (Malus sieversii f. niedzwetzkyana) 原 花 青 素 和 黄酮 醇 合成 过 程 中 起 到 关键 
作用 ，MsMYB12 能 与 bHLH3、bHLH33 互 作 从 而 调控 原 花 青 素 的 合成 '，MsMYB22 则 直接 
结合 到 FLS 基因 局 动 子 区 来 起 始 黄酮 醇 的 合成 C01, 

中 间 锦 鸡 儿 (Caragana intermedia) 属于 豆 科 钊 鸡 儿 属 植物 ， 俗 称 “ 柠 条 ”。 柠 条 根系 发 
达 、 叶 片 小 、 多 有 被 毛 ， 具 有 良好 的 保水 作用 ， 对 生境 要 求 不 高 ， 因 此 常 在 西北 、 华 北 地 区 
被 用 作 防 风 固 沙 的 树种 外。 此 外 ， 由 于 其 含有 丰富 的 次 生 代谢 物 以 及 豆 科 特有 的 黄酮 类 化 合 
物 亦 常 作 药 用 002。 本 研究 从 中 间 锦 鸡 儿 干旱 转录 组 数据 库 中 获得 一 条 编码 R2R3-MYB 转录 
因子 的 序列 ， 克 隆 了 该 MYB 基因 的 cDNA、gDNA 及 启动 子 序列 ， 构 建 过 表达 载体 并 转化 野 
生 型 拟 南 芥 ， 研 究 表 明 该 基因 与 拟 南 芥 黄 酮 代谢 通路 的 调控 有 关 。 
1 材料 与 方法 
1.1 植物 材料 与 培养 

中 间 钊 鸡 儿 种 子 采 自 于 内 蒙古 呼和浩特 市 和 林 格 尔 县 。 仔 细 挑 选 生长 饱满 、 自 然 成 熟 且 
无 虫 洞 的 种 子 播种 于 培养 钵 中 。 营 养 圭 和 蚂 石 的 比例 为 13 £ 1:5. 76 22°C. 16h 光照 /8 h 
黑暗 、7000-8000 lux 光照 强度 的 温室 中 培养 20 天 至 25 天 。 拟 南 芥 Columbia 生态 型 (Col-0) 
由 本 实验 室 提 供 。 拟 南 芥 种 子 经 70% 乙 醇和 100% 乙 醇 各 灭 菌 十 分 钟 ， 在 超 净 工作 台 晾 二， 
加 入 无 菌 水 。4 它 避 光 放置 3 天 ， 种 于 培养 钵 中 用 于 后 续 实 验 。 

选取 生长 展 好 、 长 势 一 致 的 中 间 锅 鸡 儿 幼苗 〈30 天 ) 用 于 UV-B 胁迫 实验 以 及 RNA, 
DNA 的 提取 ， 取 样 时 间 为 0、0.5、1、3、6、9、12h。 剪 取 幼 苗 的 地 上 部 分 并 于 液 氮 中 速冻 ， 
存 于 -80 CC 备用。 选择 生长 健康 、 未 受 胁迫 、 抽 萤 的 拟 南 芥 , 去 掉 已 经 结 苹 的 花灯 及 种 蔷 备 用 。 
1.2 总 RNA 提取 和 DNA 的 提取 

利用 TRIzol (Invitrogen) 法 对 中 间 锅 鸡 儿 或 拟 南 芥 的 总 RNA 进行 提取 。 采 用 CTAB 法 
提取 中 间 锦 鸡 儿 的 DNA31。1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 总 RNA 的 质量 。 同 时 ， 使 用 超 微量 紫外 
分 光 光 度 计 Q5000 (Quawell 公司 ) 对 中 间 锦 鸡 儿 或 拟 南 芥 总 RNA 进行 定量 分 析 。 选 取 条 带 
清晰 且 无 拖带 现象 的 、 定 量 结果 符合 要 求 的 总 RNA 样品 进行 cDNA 第 一 条 链 的 合成 。 
1.3 cDNA 第 一 条 链 的 合成 与 基因 克隆 

对 总 RNA 样品 进行 去 DNA 后 , 取 1000 ng 中 间 锦 鸡 儿 总 RNA 或 500ng 拟 南 芥 总 RNA, 
利用 RTase M-MLV 反 转 录 酶 TaKaRa， 大 连 宇 生物 工程 有 限 公 司 )， 依 照 反 转录 试剂 盒 说 明 
书 进 行 cDNA 第 一 条 链 的 合成 。 根 据 中 间 锦 鸡 儿 CIMYBIS 基因 序列 ， 利 用 Primer premier5.0 
软件 针对 CIMYBIS 基因 ORF 区 设计 特异 性 引物 ， 正 向 及 反 向 特异 性 引物 分 别 添加 Spe T. Sal 
I 酶 切 位 点 (以 小 写字 母 表 示 ), 用 于 后 续 过 表达 重组 载体 的 构建 ( 表 1)。 以 中 间 锦 鸡 儿 CDNA 
第 一 条 链 进 行 基 因 ORF 的 克隆 。 基 因 扩 增 所 用 的 Primer STAR 高 保 真 酶 、r74g 酶 及 电泳 所 用 
Marker DL5000、1kb DNA ladder 购 自 于 TaKaRa (大 连 宝生 物 工程 有 限 公 司 )。PCR RIKA: 
5xPrimer STAR buffer CXMg?) 10uL， 上 游 (CIMYB15-HA5') 和 下 游 CCIMYBIS-HA3') 
引物 各 2uL ClO0umol/L), dNTP (2.5 mmol/L)〉4uL， 模 板 luL, Primer STAR 酶 0.5uL, Eii 
水 30.5uL。 反 应 条 件 : 98C 预 变性 1 min, 98 'C 变 性 10s，60 退火 15s，72 ‘CC 延伸 1 min, 
反应 循环 35 个。72 它 补充 延伸 10 min。19% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 检 测 扩 增 产物 ， 送 上 海 生 工 生 
物 工程 有 限 公司 测序 ， 实 验 所 用 引物 均 合 成 于 此 公司 。 

表 | CiMYBI5 基因 克隆 与 功能 分 析 引 物 信 息 
Table 1 Primers used in gene cloning and functional analysis 
引物 名 称 引物 序列 途 


Primer name Primer sequence Usage 


CiMYB15-HAS' GCactagtTAAGATTCAGAGCTCTGGCAATTCT ORF 和 gDNA 扩 增 


CiMYB15-HA3' GCgtcgacATGGTTAGAGCTCCTTGCTGTGAA Amplication of ORF and gDNA 


q-CiMYBI5-5' CTGTAGACTGCGCTGGATTAACTATC 实时 荧光 定量 PCR 
q-CiMYBI5-3' GTTCTTCCTGGTAACTTTGCTGCA Real-time quantitative PCR 
SP1 GTACCTGTTTCCAAGCAACTCATGC 染色 体 步 移 克 隆 启动 子 
SP2 CGCAGTCTACAGCTCTTTCCACATC 
SP3 GAGGAAGTACCAATTACCAGCATG Genome walking PCR 
AtCHS-5' GGTGCCATAGACGGACATT 实时 荧光 定量 PCR 
AtCHS-3 TCCATACTCGCTCAACACG Real-time quantitative PCR 
AtCHI-5' CTCTATCTGTCAAGTGGAAGG 实时 荧光 定量 PCR 
AtCHI-3 GAAAACGCAACCGTAAGAG Real-time quantitative PCR 
AtF3H-5’ AGAGGCTTATGAGTTTGGC 实时 荧光 定量 PCR 
AtF3H-3 TGTAGCAGCAAGGTAATGG Real-time quantitative PCR 
AtFLS-5' GGATTCTCTCGGATGGATTAG 实时 荧光 定量 PCR 
ALFLS-3' CGCCGATGTGAACAATGAC Real-time quantitative PCR 
AtDFR-5" TGGTGGTCGGTCCATTCAT 实时 荧光 定量 PCR 
AtDFR-3 GAGAGAGCGCGGTGATAAGG Real-time quantitative PCR 
AtEFla-F AGAAGGGTGCCAAATGATGAG 实时 荧光 定量 PCR 
AtEF1o-R CAAAAAGTCCCCTCGTTGTCTC Real-time quantitative PCR 
CiEFla-F AGCAATCGTTCTTCCTAATGATCTAA 实时 荧光 定量 PCR 
CiEFla-R CAAAAAGTCCCCTCGTTGTCTC Real-time quantitative PCR 


1.4 CiMYB15 过 表达 重组 载体 的 构建 

选取 测序 正确 的 重组 质粒 ， 经 Spel Sali NEY, KERA E, BU CIMYBIS 
基因 的 ORF 区 与 线性 化 的 由 CaMV35S 启动 子 驱 动 的 植物 表达 载体 pCanG-HA 相连 。 利 用 Sal 
I. Sac7 对 重组 过 表达 载体 进行 酶 切 验证 ， 确 认 重 组 载体 连接 无 误 。 通 过 电 转 化 法 将 重组 载体 
导入 农 杆 菌 感受 态 细胞 GV3101 中 ， 挑 取 阳 性 克隆 进行 菌落 PCR 验证 
1.5 野生 型 拟 南 芥 遗 传 转化 及 转基因 植物 纯 合 体 筛 选 鉴 定 

采用 浸 花 法 转化 野生 型 拟 南 芥 ， 获 得 To TERI. FER ARMA OSmg/LO 的 
1/2 MS (Murashige and Skoog medium) 培养 基 中 进行 转基因 植物 的 筛选 。 分 别提 取 野 生 型 和 
转基因 拟 南 芥 总 RNA， 反 转录 得 到 cDNA， 通过 实时 荧光 定量 PCR BK RT-PCR 检测 转基因 拟 
南 芥 中 CiMYBIS 基因 表达 情况 。 根 据 CiMYB15 基因 cDNA 序列 设计 qRT-PCR 引物 : 
q-CiMYBI5-5' 和 q-CiMYBI15-3' C& 1)， 以 稀释 16 倍 的 拟 南 芥 cDNA 为 模板 , 利用 SYBR@ 
Green 工 荧光 染料 〈 购 于 TaKaRa 公司 )， 在 罗氏 Light Cycler480 实时 荧光 定量 PCR 仪 中 检测 
CiMYB15 基因 在 野生 型 和 过 表达 株 系 中 的 表达 水 平 。 拟 南 芥 延伸 因子 41tEF1alelongation factor 
l-alpha, EFla) 作为 内 参 基 因 。PCR RMA: SYBR® Green I 10uL， 上 上 下游 引物 

(q-CiMYBI5-5', q-CiMYB15-3’, 10umol/L) 各 4hL， 无 菌 水 4.2nL， 模 板 SuL。 反 应 条 件 : 
95 人 预 变性 30s, 95 CC 变性 Ss，60 CRK 30s, 72 人 延伸 15 s，40 个 循环 。 反 应 结束 分 析 
AMER HT 法 分 析 数 据 。 每 个 样品 3 个 技术 重复 。 

1.6 CiMYB15 基因 启动 子 的 扩 增 及 顺势 作用 元 件 预 测 

利用 TaKaRa 公司 的 Genome Walking Kit 试剂 盒 来 获取 CIMYB15 基因 的 启动 子 序列 。 以 
CiMYB15 基因 gDNA 序列 为 模板 ,设计 三 条 同 向 CAnti-sense) 且 退 火 温度 较 高 (65°C-70 °C) 
的 特异 性 引物 ， 分 别 为 SP1、SP2、SP3 C 1)， 每 个 引物 之 间 相 隔 100bp 左右 碱 基 ， 与 试剂 
盒 中 经 过 独特 设计 的 退火 温度 较 低 的 4 种 简 并 引物 (AP1、AP2、AP3、AP4) 进行 热 不 对 称 
性 PCR 反应 。 以 中 间 锦 鸡 儿 gDNA 为 模板 ， 经 过 3 feist PCR 即 可 获得 已 知 序列 的 侧翼 序 
列 。 

将 第 三 轮 PCR 产物 进行 切 胶 及 胶 回 收 ， 胶 回收 产物 连接 pMD19-T 载体 ， 转 化 大 肠 杆菌 
感受 态 , 经 菌落 PCR 鉴定 后 挑选 阳性 克隆 进行 测序 。 在 PlantCARE 网 站 中 输入 测序 得 到 的 序 
列 ， 对 启动 子 序列 进行 在 线 分 析 预 测 。 

1.7 总 黄酮 含量 测定 


o 


采用 70% 甲 醇 超 声 辅助 法 提取 植物 总 黄酮 。 选 取 生 长 1 个 月 左右 的 、 长 势 健康 、 未 出 现 
黄 叶 及 病 斑 的 拟 南 芥 ， 剪 碎 组 织 并 置 于 研 钵 中 ， 室 温 磨 成 义 浆 。 准 确 称 量 0.5g 放 于 试管 中 ， 
T 1:20 的 料 液 比 加 入 70% 的 甲醇 。 超 声 辅 助 提 取 70 分 钟 ，60'C，80Hz。4C 避 光 过 夜 静 置 后 ， 
离心 取 上 清 液 后 ， 利 用 分 光 光 度 法 进行 总 黄酮 含量 的 测定 的。 利用 芦 丁 标 样 进行 标准 曲线 的 
制作 , 芦 丁 采购 于 贵州 迪 大 生物 科技 有 限 公 司 .准确 称 取 1.00mg 芦 丁 标准 品 溶 于 7095 P RE HB, 
EAS 5ml。 分 别 吸 取 0mL、0.1mL、0.2mL、0.3mL、0.4mL、0.5mL、0.6mL、0.7mL、0.8ml 
芦 丁 标准 溶液 ， 依 次 加 入 0.08mL 、5% NaNO: 溶液 ， 混 匀 并 静 置 6min。 再 次 加 入 0.08mL ~ 
10% Al(NO3)3 溶液 ， 混 匀 并 静 置 6min。 最 后 加 入 4% NaOH 溶液 0.8mL、ddH20 0.24mL， 混 
SIHRA 15min。 于 510nm 处 测定 并 记录 吸光 值 ， 在 Excel 表 中 制作 标准 曲线 。 实 验 组 样品 
测定 过 程 与 标准 曲线 制作 实验 步骤 相同 。 

2 结果 与 分 析 
2.1 CIMYB15 基因 的 克隆 和 序列 分 析 

从 中 间 锦 鸡 儿 干旱 转录 组 数据 库 中 筛选 得 到 一 条 MYB 序列 ， 分 析 发 现 该 序列 包含 有 完 
整 的 开放 阅读 框 (CORF)。 以 中 间 锦 鸡 儿 cDNA 及 gDNA 为 模板 ， 利 用 特异 性 引物 ， 分 别 进 
ÍT PCR #38 (Alla, 1b). 


c 


bp M 1 2 


图 1 CiMYBI5 基因 克隆 的 电泳 图 


1、2: cDNA 扩 增 结果 ; 3、4: gDNA 扩 增 结果 ; M: 1kb 分 子 量 标准 
Fig. 1 Gel electrophoresis of PCR products of CiMYB15 
1, 2: The amplified cDNA; 3, 4: The amplified gDNA; M: 1kb DNA ladder 
测序 结果 显示 该 序列 ORF 长 度 为 786 bp， 起 始 密码 子 为 AITG， 终 止 密码 子 为 TGA， 编 
码 262 个 氨基 酸 (图 2)。gDNA 长 度 为 1960bp， 包 含 三 个 外 显 子 (134、131 和 521 bp) 和 
两 个 内 含 子 (281 和 893 bp) (图 2)。 在 NCBI Blast 中 输入 该 基因 的 核 昔 酸 及 其 编码 的 氮 基 
酸 序列 进行 检索 , 发 现在 拟 南 芥 中 与 该 基因 相似 度 最 高 的 是 ACM BIS, 因此 命名 为 CIMYBIS. 


acaataatagtaatattttttctagcaaattaattaattaatttgaacATGGTTAGAGCTCCTTGCTGTGAAAAG 
M V R A P C C EK 

ATGGGATTGAAGAAGGGTCCTTGGACCCCAGAGGAAGATGAAATCCTCATATCTTACATCCAAAAACATGGCCAT 

M G L K K G PW T PE EDETI LI & ¥ I Q K HGH 


GCCAATTGGCGTGCTCTCCCTAAACATGCTGGgtacttoctcaattacaataagcttttttttttattgatattt 


A N W R AL PK HA G 


gatagtgtgtctctataaattcaccatgaacttgatgattgagctagatattccacttttgtgtgttgattttgt 


tttggtttctctaattgactctgcatgcatgcagCCTATTAAGATGTGGAAAGAGCTGTAGACTGCGCTGGATTA 

L L R C G K SC RLRWII 
ACTATCTAAGACCTGATATCAAGAGAGGAAATTTCACAGATGAAGAGGAGGAAATGATCATTAAGATGCATGAGT 
N Y L R P D I K R G N E T D E E E EMI I KMHE 


TGCTTGGAAACAGGTgtttgtcttaacctcgtagtagtataagttactaatctagaagaaagcataaaaaaattg 


L LG NRW 
aagtatcgtaattaagatgccaccaatcctgtttagtactgcttaatacaggatgctgtttgatgatcaatacaa 


ttaagttctgttttcaaaaatggatatgtggttccaatttcttgcttattttattttttcttaatttttctgata 
attaagtaaacaagattttagtggtgtgggctagtggcgttaacattcaattaattcaaaaggagaaaagagttg 
tgaaattaatttatagcgacgcatatgtgttaataagttataattttattttattatgtgacaaattgttattaa 
gtaggggacatagaatgtgacagaaaagtgagacaggagattttcatcccccacactccacctctccaaatggat 
tttcatctcttctctaatgtaaaacattattttgttacaaaatgattataattttaaaataattatgtaattaca 
ttaaaacaaaaataatttgaaacaaaggggagtaaacaaaacatcaacactattttctgacacttatggatattt 


tttggggtgaattgacactttaggatattgttccaatgtcaaaataattcaccagaaatgatgtcaagagaagca 


gagaacattgcgtgtatttgtgtatatatatatacaaagacatacatatatacatatacatatacaaatagatac 
atgagagagagagagagagagagagagtagtaagcatgtggggtagcaagattccctgattacatgtgoccttgca 


Cgacacttattgttgtgacaattcatagcacatgcaaaacgtacataccaatatatggatgagatttcttatcaa 


tgtaatccaacaatcgatacaatcaaacttttgttgttttctcaatcacttcaaccaagaattttaaaacacgaa 
tctcatgcaaaaatatctcatgcattaattaaataatctcaatccttgttaattttcagGGTCAGCAATTGCAGC 


S A I A A 
AAAGTTACCAGGAAGAACAGACAATGAAATAAAAAATGTGTGGCACACTCACTTGAAGAAGAGGCTATTCAAAAC 
K L PG R T DN E I K N VW H T H L K KR LEKT 
AAATAACCAACAATCCAATTCAGATGGAAAAAGAGTTTCAAAACCAAAAATCAAACGATCTGGTTCCAATTCCAG 
N N Q Q S N S D G KR VS K P K I KR S G S WN S S 
CACACTAGCACATTCAGAAACTACATCATCAGGTTGCACTTTTTCTAGTCATTTTTCACCAGAAGGAAAAATTGT 
T LAHUS E TT S SG C TF SS HF SP EG KI V 
GGACAACAATATGAAGAAGAGTGAAGAAGACCCTTCAGAGTCTATGGTGACAATGCCTGAAATTGATGAAAGTTT 
D N N MK K S E E D P S E S MV T MP E I DESF 
TTGGTCAGAGACTGTAACTGATGATGAATGTTCCACCATGCCATCAAATGAATTACCAAATCACCAATACCCTAA 
W S E T V T D D E C S T M P S N E L P N HQ Y P N 
TTTTAATTCAGTGGAGACCTTCCAACACCAAGAGAGTTTTGATTATAGTTCAAACTACTTTGATGATGGCATGGA 
F N S V E T F Q HQ E S FD YS SN Y F DD GM OD 
TTTTTGGTATGATTTGTTCCTTAGATCAGGGGAGTCCACAGAATTGCCAGAGCTCtgaatcttaattttcattaa 
F W YD L F L R SG E STE L P EL 
atttggcagataacaaacatttttttaattaaattattagt 


D 


2 CiMYB15 的 cDNA、gDNA 及 推导 的 氨基 酸 序 列 
下 划 线 标注 部 分 表示 内 含 子 区 域 
Fig. 2 cDNA, gDNA and deduced amino acid sequence of CiMYB15 


The underlined parts indicate intron regions 


ror. 蛋白 质 的 预测 分 子 量 为 30.24 kDa, 理论 等 电 点 是 5.84.8] H] HNN 对 CIMYBIS 


体 上 是 亲 水 的 。 


蛋白 质 的 二 级 结构 进行 在 线 预 测 ， 
所 占 比 例 分 为 25.19% 和 8.02%。 
进行 亲 政 水 性 分 析 ， 结 果 表 明 多 肽 链 的 平均 杀 水 系数 (GRAVY) 


其 中 无 规则 卷曲 所 占 比例 最 高 ， 为 66.79%, oe pir 


2.2 CIMYB15 同 源 


运用 ExPASy 在 线 数 据 库 中 的 ProtScale 工具 对 氨基 酸 序 列 


是 -0.909， 预 示 着 该 蛋白 整 


将 CiMYB15 氨基 酸 序列 输入 到 NCBI Blast 中 ， 进 行 检索 发 现 ，CiMYB15 与 豆 科 其 他 物 


种 的 MYB 氨基 酸 序列 具 


有 很 高 的 相似 度 。 对 CiMYB15、 拟 南 芥 AtMYB15(CXP 020889427.1)、 


大 豆 GnMYB29C(NP. 001241360.1 RI: 25 Ej fi (Medicago truncatula ÁMtM Y B51( ABR28339.1) 
进行 多 序列 比 对 及 保守 结构 域 分 析 显 示 , CIMYBIS 属于 典型 的 R2R3 类 MYB 转录 因子 家 族 ， 


第 13 位 到 第 63 MARRA R2 结构 域 ， 第 66 到 第 114 位 氨基 酸 为 R3 结构 域 (图 3)。 利 用 
进化 遗传 软件 MEGAS.0 构建 系统 进化 树 ， 对 CIMYBIS 和 其 他 物种 MYB 蛋白 进行 聚 类 
分 析 ， 结 果 表 明 ， 中 间 锦 鸡 儿 CIMYBIS SERA ATs MtMYB51 RE— X, HARK 


系 最 近 ， 相 似 度 达到 72%; 与 模式 植物 拟 南 芥 亲 缘 关 系 最 近 的 是 AtMYB15， 相似 度 达 到 50% 


(图 4)。AtMYB15 属于 拟 南 芥 R2R3 转录 因子 家 族 第 2 亚 组 成 员 ， 该 亚 组 成 员 的 蛋白 C 端 
均 包 含 IDxSFW 一 MxFWFD 这 一 保守 结构 ，CiMYB15 也 含有 该 序列 中 (图 3). 


中 间 锦 鸡 儿 ciMYB15 ME NGPWULEEDIIL INWRALPKAGLLRCGKSCRLRVh [/PDIKRGNFT, E LO HIIELGNRWSAIAAKLPGRT| 100 
拟 南 芥 AtMYB15 IMSRAPCCE RId WULE ED) FEIL ENWRALPKSAGLLRCGKSCRLRI INPDIKRGNF TLEEEIY EIBSHSRLGNRWSAIAAKLPGRT| 100 
大 豆 GmMYB29 IMURAPCCE IGP WEIHE EDT Li NWRALPK*SAGLLRCGKSCRLRIM [jIPDIKRGNFTH E LERH l LGNRWSATAAKLPGRT] 100 
JE 3E Pi JH MtMYB51 IMURAPCCE INGP Wag REED|aI Lig ENWRALPKIAGLLRCGKSCRLRYVM| IPDIKRGNF TJ E [S  HIELGNRWSAIAAKLPGRT| 100 
中 间 锦 鸡 儿 ciMYB15  DITSITOUTIHENTTÉrKTNNQQSNSD. GRRV: +++ fMIKREGENSSTLAHSE.......---+ TTSEGCTFEE. .HFEPEGKIVDNNMKKSEEDP. . 180 
拟 南 芥 AtMYB15 m GT HBIHBCGISKDYOPAKPKTSNKKG ISESVHTSENETRSESELANSSNPSGESLFLASPETSE IMTLISHEGHSNEINMDYKPGDIGT 200 
大 豆 GmMYB29 mS COTM MELA TEL KSDQSKSKPS .SRAI +++ MERSDENSSIITQSEPDNFNFREMDTITSSACTTESS.DFESVTVGDSKNIKSED..... 189 
PERE qi MtMYBS1 mS Ty DGG NL NT NNNQPNSNTKUGRV: +++ PIKREDENSQTL... ee ee eee n n n TTARNCTFES). .DFESQEKNLDNSIICED..... 174 
中 间 锦 鸡 儿 CiMYB15  ....SEEMViM. PERDTETI S [STVTDDECS . TMPEN...... ELPNHQYPNLNSVET[SKHQESFDYSSNYF»DGMMZYPLFLRS...EESTE|BPEL 262 
拟 南 芥 AtMYB15 IDQDCVELEMFGADMPISSSANISTLYSQSEH.NYAEN...... DLEVAG. . LDEIQQE[SOHLGSVNYEMI . F ,SEMS]IT FP VLART. ..GGEQD|ILAG 284 
大 豆 GmMYB29 . TEST EMM. PVIPTEIIISISAAIDDETP . TMSESQSLTISNEMRLQYPFANYEET|@QQG . HHAYDSN . F&DGMMIZYIFTRT...NDSIE|BLEF 275 
PERE FAMtMYB51 — ...... M. PER) TR S|3TVIDDEISSTMPENSMTVSNDLPDQQCIFNNSVEN[gQN. .PFDND. .. .LyDGVIMa Y&VFIKS...GESTK|BPEF 255 


Ds 


3 CIMYBIS 和 其 它 植物 MYB 和 蛋白 序列 比较 


四 色 实 线 和 虚线 分 别 代表 MYB R2 和 MYB R3 结构 域 ， 


色 句 点 标注 


中 从 上 至 下 依次 为 中 间 锦 鸡 儿 、 拟 南 草 、 大 豆 和 区 蒙 首 蒂 的 序列 ; 


IDxSFW—MxFWED 保守 序列 
Fig. 3 The alignment of amino acid sequence of CIMYBIS and other plant MYBs 
Sequences in this map are obtained from C. intermedia, A. thaliana, G. max, and M. truncatula from top to bottom; The black full line and dotted line indicates 


R2 domain and R3 domain respectively, black points indicate IDxSFW—MxFWFD 


100 [ 大 豆 (Glycine max) GmMYB29 (NP. 001241360.1) 
99 野生 大 豆 (Glycine soja) GSMYB4-related (KHN30570.1) 
100 绿豆 (Vigna radiata) VrMYB15 (XP. 014511116.1) 
3&4 Aa (Medicago truncatula) MtMYB51 (ABR28339.1) 
99 @ ciMYB15 
S 拟 南 芥 (Arabidopsis thaliana) AtMYB15 (XP. 020889427.1) 
拟 南 芥 (Arabidopsis thaliana) AtMYB14 (XP_002881162.1) 
92 拟 南 芥 (Arabidopsis thaliana) AtMYB13 (NP. 172108.1) 
葡萄 (Vitis vinifera) VvMYB14 (NP. 001268132.1) 
97 葡萄 (Vitis vinifera ) VvMYB15 (AHA83524.1) 
拟 南 芥 (Arabidopsis thaliana) AtMYB58 (NP. 173098.1) 
100 拟 南 芥 (Arabidopsis thaliana) AtMYB63 (NP. 178039.1) 
拟 南 芥 (Arabidopsis thaliana) AtMYB111 (NP. 199744.1) 
拟 南 芥 (Arabidopsis thaliana) AtMYB123 TT2(Q9F JA2.1) 
100 拟 南 芥 (Arabidopsis thaliana) AtMYB11 (NP. 191820.1) 
77 拟 南 芥 (Arabidopsis thaliana) AtMYB12 (ABB03913.1) 
= 葡萄 (Vitis vinifera) VvvMYBF1 (ACV81697.1) 
葡萄 (Vitis vinifera) VVMYBPA1 (NP. 001268160.1) 
99 #22 H (Medicago truncatula) MtPAR (ADU78729.1) 
葡萄 (Vitis vinifera) VvvMYBPA2 (ACK56131.1) 
矮 率 牛 (Petunia x hybrida) PhAN2 (BAP28593.1) 
拟 南 芥 (Arabidopsis thaliana) AtMYB113(OAP11934.1) 


81 


76 


97 


100 
99 


拟 南 芥 (Arabidopsis thaliana) AEMYB75 (Q9FE25.1) 
拟 南 芥 (Arabidopsis thaliana) AtMYB90 (Q9ZTC3.1) 


s 


4 CiMYB15 与 其 它 植物 系统 进化 分 析 
采用 邻接 法 构建 系统 发 育 树 ，Bootstrap 设置 为 1000 次 。 


Fig. 4 Phylogenetic analyses of CIMYBIS and other plant MYBs 


Phylogenetic tree was constructed by Neighbor-Joining method; the value of bootstrap replication was set as 1000. 


2.3 CiMYBI5 局 动 子 的 克隆 与 序列 分 析 
2.3.1 CiMYB15 启动 子 的 克隆 

根据 克隆 得 到 的 CIMYBIS 基因 gDNA 序列 设计 3 条 同 向 的 特异 性 反 义 引 物 , 利用 基因 组 
步 移 试剂 盒 获得 CIMYBI5S 基因 上 游 的 启动 子 序列 。 将 试剂 盒 所 提供 的 简 并 引物 AP1、 AP2、 
AP3 和 AP4 分 别 与 3 条 特异 性 引物 配对 并 进行 3 $6 5X PCR 扩 增 。 测 序 结果 表明 简 并 引物 
AP2 与 特异 性 引物 的 配对 成 功 扩 增 得 到 起 始 密码 子 ATG 上 游 序 列 ， 长 度 为 1580bp (图 5a). 
设计 特异 性 引物 对 CIMYBIS 基因 启动 子 进行 验证 〈 图 5b). 


(a) (b) 


Al 5 CiMYB15 基因 启动 子 扩 增 结果 
:第 二 轮 延 伸 的 扩 增 产物 ，3、4: 第 三 轮 延 伸 的 扩 增 产物 ，5、6: 特异 引物 扩 增 产物 ，M1: 1kb 分 子 量 标准 ，M2: 


1: 第 一 轮 延伸 的 扩 增 产物 ，2: 


DL5000 
Fig. 5 PCR products of CIMYB15 promoter 
1: Product of the first extension; 2: Product of the second extension; 3, 4: Products of the third extension; 5, 6: Products of specific primers; M1: Ikb DNA 
ladder; M2: DL5000 
2.3.2 CiMYB15 基因 启动 子 顺 式 作用 元 件 预测 
对 CiMYB15 基因 局 动 子 序列 进行 在 线 分 析 预 测 〈PlantCARE )， 寻 找 其 中 可 能 存在 的 顺 
式 作 用 元 件 。 分 析 表 明 CIMYBIS 基因 局 动 子 序列 具有 局 动 子 转录 基本 核心 元 件 TATA-box 和 
CAAT-box C& 2)。 除 核心 元 件 外 , 出 现 最 多 的 是 与 光 应 答 有 关 的 顺 式 作用 元 件 , 如 ATC-motif 
(part of a conserved DNA module involved in light responsiveness). Box-4 (part of a conserved 
DNA module involved in light responsiveness), MRE (MYB binding site involved in light), 
GAG-motif, GAP-box 和 MNF1。 此 外 ， 该 启动 子 序列 中 包含 生物 胁迫 与 非 生物 胁迫 有 关 的 
顺 式 作用 元 件 ， 如 真菌 侵害 应 答 元 件 BOX-W1、 植 物 -病原 菌 互 作 元 件 EIER， 和 厌 氧 诱导 响 
应 元 件 ARE、 损 伤 诱导 元 件 G-box 和 P-box、 盐 诱导 作用 元 件 GT1-motif、 参 与 干旱 诱导 的 反 
应 元 件 MBS 以 及 水 杨 酸 应 答 元 件 TCA-element 、 茉 莉 酸 应 答 元 件 CGTCA-motif 和 
TGACG-motif。 其 中 ，MBSI 元 件 是 调节 黄酮 合成 基因 的 MYB 转录 因子 的 结合 位 点 。 与 植物 
生长 调节 有 关 的 顺 式 作用 元 件 也 有 出 现 ， 如 分 生 组 织 特异 性 表达 元 件 CAT-box MIRE R A 
元 件 GARE-motif。 


表 2 CiMYB15 基因 启动 子 分 析 预 测 
Table2 Prediction analysis of the CIMYB/5 promoter 


顺 式 作用 元 件 名 称 ” 顺 式 作用 元 件 功能 序列 来 源 物 种 
Name Biological function Sequence Original species 
TATA-box 核心 元 件 TATA Arabidopsis thaliana 
CAAT-box 核心 元 件 CAAAT Arabidopsis thaliana 
ARE 厌 氧 诱导 TGGTTT Zea mays 
ATC-motif 光 应 答 元 件 AGTAATCT Spinacia oleracea 
BOX-4 光 应 答 元 件 ATTAAT Petroselinum crispum 
MRE 光 应 答 元 件 AACCTAA Petunia hybrida 
BOX-W1 真菌 侵害 应 答 元 件 TTGACC Petroselinum crispum 
CCAAT-box MYBHvI 结合 位 点 CAACGG Hordeum vulgare 
TCA-element 水 杨 酸 应 答 元 件 CCATCTTTTT Nicotiana tabacum 
GAGAAGAATA Brassica oleracea 
CGTCA-motif 茉莉 酸 应 答 元 件 CGTCA Hordeum vulgare 
TGACG-motif 茉莉 酸 应 答 元 件 TGACG Hordeum vulgare 
EIER 植物 -病原 菌 互 作 TTCGACC Nicotiana tabacum 
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G-box 损伤 诱导 / 光 应 答 元 件 CACATGG Zea mays 

P-box 与 G-box 协同 参与 损伤 反应 CCTTTTG Oryza sativa 
CAT-box 分 生 组 织 特异 性 表达 元 件 GCCACT Arabidopsis thaliana 
GAG-motif 光 应 答 元 件 AGAGAGT Arabidopsis thaliana 
GAP-box 光 应 答 元 件 AAATGGAGA Arabidopsis thaliana 
GARE-motif 赤 霉 素 响应 元 件 TCTGTTG Brassica oleracea 
GT1-motif 盐 诱 导 作 用 元 件 GGTTAA Arabidopsis thaliana 
MBS 参与 干旱 诱导 反应 GTCAT Arabidopsis thaliana 
MBSI 参与 黄酮 合成 基因 调控 AAAAAAC (G/C) GTTA v Arabidopsis thaliana 
MNFI 光 应 答 元 件 GTGCCC Zea mays 


2.4 紫外 处 理 后 CIMYBI5 基因 的 表达 检测 

结合 CiMYB15 基因 的 启动 子 及 生物 信息 学 分 析 ， 为 了 研究 其 潜在 的 功能 ， 对 中 间 锦 鸡 儿 
进行 UV-B 胁迫 ， 利 用 qRT-PCR 技术 检测 了 紫外 胁迫 下 CIMYBIS 基因 在 转录 水 平 上 的 变化 。 
结果 表明 ，CiMYB15 基因 的 表达 受到 紫外 胁迫 的 强烈 诱导 ， 呈 先 上 升 后 下 降 的 趋势 ,在 6 小 
时 达到 最 高 值 ， 是 未 处 理 时 的 190 倍 左 右 (图 6)。 
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图 6 qRT-PCR 检测 UV-B 处 理 下 CIMYBIS 基因 的 表达 水 平 


选 CiEF1a 作 为 内 参 基因 。 结 果 计 算 采 用 IMT 法 。 
Fig. 6 CIMYB15 gene expression analysis under UV-B treatment by qRT-PCR 


CiEF la was selected as reference gene. The result was calculated by 2:^^€T, 


2.5 pCanG-CiMYB15 重组 表达 载体 的 构建 及 过 表达 纯 合 体 的 鉴定 

为 了 研究 中 间 锦 鸡 儿 CIMYBIS 基因 的 功能 , 通过 双 酶 切 法 构建 了 由 35S 强 启动 子 驱动 的 
pCanG-CiMYB15 重组 双 元 表达 载体 。 使 用 特异 性 引物 CiMYB15-HA5′ 和 CIMYBIS-HA3' 
扩 增 得 到 CIMYBIS 基因 编码 区 ， 长 度 为 786bp (图 1a)。 连 接 到 pEASY-Blunt-Simple 克隆 载 
体 上 进行 测序 ， 之 后 使 用 Spe I 和 Sal 对 测序 正确 的 质粒 进行 双 酶 切 ， 并 将 酶 切片 段 和 线性 
化 的 过 表达 载体 pCanG-HA 相连 。Spe I、SalI 位 于 重组 质粒 中 目的 基因 的 两 侧 ， 重 组 载体 
pCanG-CiMYB15 双 酶 切 验证 后 的 凝 胶 电 泳 检测 到 800bp 左右 的 条 带 ， 说 明 pCanG-CiMYB15 
过 表达 载体 构建 成 功 ( 图 7，a)。 
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图 7 pCanG-CiMYB15 融 表 达 载 体 的 构建 及 转基因 株 系 的 鉴定 

(a) pCanG-CiMYB15 表达 载体 的 酶 切 验证 : 1， 对 照 质粒 ; 2: Spe I 和 Sal I 酶 切 鉴 定 ; (b) RT-PCR 鉴定 CIMYBIS 过 表达 株 系 : C, MAI cDNA 

做 模板 的 阴性 对 照 ; C*， 柠 条 cDNA 做 模板 的 阳性 对 照 ; 其 他 数字 为 过 表达 株 系 ; (c) CIMYBIS 过 表达 株 系 的 qRT-PCR 鉴定 (选择 4tEF1a 作 
为 内 参 基因 。 结 果 计 算 采 用 24cT 法 。 纵 轴 用 对 数 轴 表示 ); M. 1kb 分 子 量 标准 


Fig. 7 The construction of recombinant vector pCanG-CiMYB15 and expression analysis of CiMYB15 in transgenic lines 
(a) Identification of the recombinant vector pCanG-CiMYB15: 1, Vector control; 2, The recombinant vector digested by Spe I and Sal I. (b) RT-PCR assay of 
CiMYB15 transgenic lines: C-, wild type Arabidopsis cDNA as negative control; C^, Caragana intermedia cDNA as positive control; Other numbers are 
overexpression lines. (c) Expression level of CiMYB15 in transgenic lines was analyzed by qRT-PCR (A£EF1a was selected as reference gene. The result was 
calculated by 2-*°T. Y-axis was Logarithmic). M: Ikb DNA ladder 

采用 漫 花 法 将 pCanG-CiMYB15 过 表达 重组 载体 转 入 野生 型 拟 南 芥 ， 得 到 To 代 转 基因 植 
株 。 利 用 浓度 为 25mg / L 的 卡 那 霉 素 筛选 转基因 植株 并 获得 T3 代 纯 合体 5 株 。 通 过 RT-PCR 
和 实时 荧光 定量 PCR 对 转基因 植物 中 目的 基因 CIMYBIS 进行 转录 水 平 检测 〈 图 7b、7c)。 选 
取 3 个 表达 水 平 较 高 的 株 系 ，CiMYB15-3、CiMYB15-8 和 CiMYB15-19 进行 后 续 实验 。 
2.6 CiMYB15 基因 过 表达 植物 中 总 黄酮 含量 升 高 

通过 分 析 CiMYB15 启动 子 序列 得 知 ,在 该 基因 启动 子 序列 中 有 调节 黄酮 合成 基因 的 MYB 
转录 因子 的 结合 位 点 存在 ， 且 出 现 3 次 。 由 此 推测 CIMYBIS 基因 可 能 与 黄酮 类 化 合 物 代谢 有 
关 ， 于 是 通过 甲醇 辅助 超声 硝酸 馈 比 色 法 测定 了 植物 体内 总 黄酮 含量 。 首 先 利用 硝酸 铝 比 色 
测定 法 绘制 芦 丁 标准 曲线 , 结果 显示 芦 丁 浓度 (x) 和 吸光 值 C(y) 呈 y=1.227x-0.0038 (R=0.9984) 
的 线性 关系 , F TETE 0-0.08 mg/ml 范围 内 线性 关系 恨 好 (图 8a)。 根 据 公式 ， 通 过 野生 型 
和 各 株 系 测 得 的 OD 值 ， 可 得 到 滤液 中 的 总 黄酮 质量 浓度 ， 再 转化 为 每 克 植 物 鲜 重 所 含有 的 
总 黄酮 含量 。 测 定 结果 表明 ，CiMYB15 转基因 株 系 的 总 黄酮 含量 高 于 野生 型 拟 南 芥 〈 野 生 型 
wt 为 42.8+6.17hg/g FW，CiMYB15-3 为 52.77-4.97ug/g FW, CiMYB15-8 为 68.44+9.17 9/2 
FW, CiMYB15-19 为 53.65+9.74hg/g FW)， 且 达到 显著 差异 (图 8b)。 其 中 ，CiMYB15-8 过 
表达 株 系 中 CIMYBIS 基因 的 表达 量 是 最 高 的 , 与 之 相对 应 的 ， 其 黄酮 含量 也 是 3 个 株 系 中 最 
高 的 ， 表 明 CiMYB15 基因 正 向 调控 黄酮 类 化 合 物 的 生成 ， 并 且 有 具有 剂量 效应 。 
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图 8 野生 型 和 CIMYBIS 转基因 株 系 中 的 总 黄酮 含量 
Fig. 8 Total flavonoids content of wild type and transgenic Arabidopsis lines 

2.7 在 拟 南 芥 中 过 表达 CIMYBI5 基因 影响 黄酮 合成 相关 基因 的 表达 

由 于 转基因 植物 中 黄酮 类 化 合 物 的 含量 发 生 了 改变 , 为 了 进一步 确认 CIMYBIS 基因 对 黄 
酮 合成 通路 相关 基因 的 影响 ， 以 野生 型 和 转基因 拟 南齐 cDNA 为 模板 ,进行 了 qRT-PCR 实验 
的 验证 。 结 果 表明 ， 黄 酮 合成 通路 早期 的 一 个 关键 酶 基因 41CHS， 在 CiMYB15 基因 过 表达 株 

系 中 的 表达 量 出 现 显著 上 调 (图 9a), 但 是 其 他 基因 (CHI、F3H、FLS 和 DFR) 的 表达 相 较 
于 野生 型 并 没有 明显 变化 (图 9%b)。 说 明 CIMYBIS 基因 可 能 在 转录 水 平 上 正 向 调控 黄酮 代谢 

通路 中 CHS 基因 的 表达 从 而 影响 黄酮 代谢 途径 。 
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图 9 野生 型 和 CIMYBI5 转基因 株 系 中 黄酮 代谢 相关 基因 的 检测 
选择 4tEF1a 作 为 内 参 基因 。 结 果 计 算 采 用 2AT 法 。 


Fig. 9 The detection of flavonoids metabolism related genes from wild type and CiMYB/5 transgenic lines 
AtEF 1a was selected as reference gene. The result was calculated by 244. 

3 讨论 

植物 R2R3-MYB 转录 因子 家 族 ， 由 于 成 员 众 多 ,广泛 参与 了 植物 的 生长 发 育 、 物 质 代 谢 
及 环境 胁迫 等 生物 过 程 。 黄 酮 类 化 合 物 不 仅 对 于 植物 适应 环境 是 必须 的 ， 而 且 作 为 保健 药物 
促进 和 人体 健康 也 是 必 不 可 少 的 ， 黄 酮 类 化 合 物 代谢 通路 的 调控 依赖 于 bHLH、MYB 和 WD40 
蛋白 所 组 成 的 MBW 三 联 体 。 

本 研究 从 中 间 锦 鸡 儿 干旱 转录 组 数据 库 中 克隆 得 到 CIMYBIS 基因 , 通过 多 序列 比 对 和 进 
化 分 析 发 现 ，CiMYB15 的 C 端 具有 R2R3-MYB 第 2 亚 组 成 员 所 特有 的 IDxSFW—MxF WFD 
序列 。 拟 南 并 第 2 亚 组 的 成 员 包括 AtMYBI3. AtMYB14 All AtMYB15 基因 ， 主 要 功能 集中 在 
抵抗 非 生物 胁迫 方面 49。 已 有 研究 表明 ， 紫 外 处 理 能 引起 植物 体内 黄酮 醇 的 积累 ， 尽 可 能 降 
低 紫外 光 对 植物 的 损伤 , 黄酮 类 化 合 物 代谢 通路 上 的 关键 酶 基因 CHS 受到 紫外 处 理 时 会 上 调 


表达 001。 本 研究 检测 了 紫外 处 理 的 中 间 锦 鸡 儿 幼苗 中 CIMYBI5 基因 的 表达 情况 ， 结 果 表 明 
CiMYB15 的 表达 受 紫 外 胁迫 的 强烈 诱导 ， 这 与 CHS 基因 的 表达 模式 一 致 。 
过 表达 拟 南 芥 AtMYBI5 基因 能 提高 植物 的 抗旱 性 , 与 野生 型 相 比 ，AtMYB15 过 表达 株 系 


在 种 子 萌发 期 以 及 气孔 运动 中 表现 出 对 ABA 更 敏感 的 表 型 P53。] 


比 外 ，AtMYB15 作为 冷 信号 


通路 中 的 转录 抑制 子 ， 能 直接 结合 到 CB 基因 启动 子 区 ， 负 调控 CBF 基因 的 表达 ; 同时 ， 
MPK6 能 特异 性 与 AtMYB15 RA AE, BERLE 168 位 的 丝氨酸 ， 阻 止 AtMYB15 5E CBF3 


基因 启动 子 区 域 的 结合 多。 在 其 他 一 些 物种 中 ，AzMYB15 的 同 源 基因 功 


能 主要 与 次 级 物质 代 


谢 有 关 ， 可 能 通过 调控 次 级 代谢 物 的 生成 来 调节 植物 对 非 生 物 或 生物 胁迫 的 响应 。 例 如 ， 葡 
Æ) (Vitis vinifera) VVMYB14 和 VvMYB15 通过 与 STS (Stilene sythnase) 基因 启动 子 区 结合 
从 而 协同 调控 二 茶 乙 烯 苷 (stilene) 的 合成 , BU AEE SC LE MYBF1、MYBPA1、MYBPA2 
的 作用 下 形成 黄酮 类 化 合 物 ,或 者 在 MYBIS 的 调控 下 形成 二 茶 乙 烯 苷 P71, 白 车 革 


repens) TaMYB14 转录 因子 能 激活 原 花 青 素 合 成 的 过 程 ,从 而 了 


I5 C Trifolium 
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KE. GmMYB29 也 是 AtMYBIS 的 同 源 基因 ， 在 大 豆 发 根 中 过 表达 或 沉默 GmMYB29 基因 的 表 


达 ， 可 造成 异 黄酮 含量 的 增加 或 降低 ， 同 时 GmMYB29 会 调控 黄酮 代谢 通路 某 些 酶 基因 的 表 
达 ， 如 PAL. 4CL. CHS. IFS 等 PY。 本 研究 中 的 中 间 锦 鸡 儿 CIMYBIS 基因 也 参与 调控 了 黄 


酮 类 化 合 物 的 代谢 。 在 拟 南 芥 中 过 表达 CiMYB15 基因 可 


首 加 转基因 植物 中 总 黄酮 的 积累 ， 同 


时 3 个 过 表达 株 系 中 41CHS 基因 的 表达 量 上 调 ， 和 GmMYB29 不 同 的 是 ，CiMYB15 在 拟 南 芥 
中 并 未 明显 影响 其 他 黄酮 类 化 合 物 合成 酶 基因 (CHI. F3H. FLS Ñ DFR) 的 表达 。 说 明 


CiMYB15 转录 因子 可 能 特异 性 地 识别 并 结合 


和 GmMYB29 一 样 调控 异 黄 酮 的 代谢 ， 可 能 需要 将 该 基因 转 入 豆 科 植 物 进 行进 一 步 的 验证 。 
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